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 Bevezetés 
NapjaiŶak egyik legfoŶtosaďď proďléŵája az egyre ŶehezeďďeŶ elérhető 
energiahordozók. A fosszilis energiahordozókról megújulókra való áttérésben lehet 
szerepe a ďiohidrogéŶŶek, aŵi előállítható foto- és sötét fermentációval hidrogenáz 
vagy nitrogenáz enzimek segítségével egyaránt. A legideálisabb megoldás a hidrogén 
fotoautotróf körülŵéŶyek közti előállítása, egy olyaŶ ŵikroorganizmussal, ami 
fotoszintetikus aktivitása során oxigént nem termel, ezáltal hidrogéntermelése 
hosszútávon fenntartható. Ilyen mikrobák a bíbor kénbaktériumok, melyek ciklikus 
elektrontranszporttal rendelkeznek és anaerob fotoszintézisükhöz elektrondonorként 
leginkább kénvegyületeket használnak.  
Modellorganizmusunk a Thiocapsa roseopersicina BBS, ami egy fototróf bíbor 
kénbaktérium, képes kizárólag szervetlen anyagokat felhasználva hidrogenáz és 
nitrogenáz enzimei segítségével egyaránt hidrogéntermelésre. 
Modellorganizmusunkban Ŷégy aktív [NiFe] hidrogeŶáz vaŶ, ezek közül kettő 
membrán asszociált: A Hyn és a kizárólag hidrogéŶ felvételi iráŶyďaŶ ŵűködő Hup. A 
HyŶ hidrogeŶáz egy figyeleŵreŵéltó staďilitással reŶdelkező kétiráŶyú hidrogeŶáz, 
aminek van két elektrontranszfer alegysége, a transzmembrán Isp1 és membrán 
asszociált citoplazmatikus orientációjú Isp2. A másik két hidrogenáz a Hox1 és a Hox2 
citoplazmatikus NAD+ redukáló enzimek. A Hox1 nem csak fényben, hanem sötétben 
is képes hidrogéntermelésre. 
 
  
Célkitűzések 
 A Hyn hidrogenáz fiziológiás elektron donorjainak és akceptorainak 
megkeresése. Megállapítani, azok azok milyen hierarchikus viszonyban állnak 
egymással. 
 T. roseopersicina fotoautotróf körülmények között végďeŵeŶő 
hidrogéntermelésében és a hidrogénfelvételben szerepet játszó fiziológiás 
elektrontranszport útvonalak feltárása. 
  A hidrogenázhoz kapcsolódó anyagcsere útvonalak vizsgálata in silico 
módszerekkel, fókuszálva a kénanyagcserében szerepet játszó fehérjék 
génjeire.  
 Megválaszolni azt a kérdést, hogy a Hyn hidrogenáz miként kapcsolódik a 
membrán redox rendszerhez / fotoszintetikus elektrontranszport lánchoz. 
Továbbá mi a szerepe a Hyn hidrogenáz Isp2 alegységének a hidrogenáz 
membrán redox rendszerhez való kapcsolatban. 
 A fotoszintetikus elektrontranszport lánc szerepnek vizsgálta a Hyn hidrogenáz 
hidrogéntermelésében, az elektrondonáció és a protongrádiens képzés 
szempontjából.  
 Megállapítani, mely vegyületek a fotoautotróf körülmények közti 
hidrogéntermelés elektron donorjai Hox1 hidrogenáz esetében, ezek milyen 
hierarchikus viszonyban állnak egymással, és a kapott eredmények milyen 
viszonyban állnak a Hyn hidrogenáz esetén tapasztalttal.  
 Megvizsgáljam, a Hox1 hidrogenáznak mi a szerepe a sejtanyagcserében. 
 Integrált modell felállítása a Hyn és Hox1 hidrogenázok kénanyagcsere / 
membrán elektron transzport kapcsolatáról. 
  
Felhasznált módszerek:  
Kénanyagcserében szerepet játszó gének keresése és annotálása genomi szekvencia 
alapján BLAST segítségével. DNS manipulációs technikák segítségével törtéŶő 
konstrukcióépítés. A leolvasási keret ŵegtartásával törtéŶő ŵutagenezis és homológ 
komplementáció. Hyn hidrogenáz mennyiségének meghatározása Western analízis 
segítségével. KülöŶďöző elektroŶ doŶorok és akceptorok jelenlétében hagyományos 
ŵikroďiológiai teĐhŶikák segítségével törtéŶő in vivo hidrogéntermelés és visszavétel 
mérése. In vivo kénhidrogén termelés, és szulfát mennyiség meghatározása gáz és 
folyadék kromatográfia segítségével.  
  
 Eredmények 
 Megállapítottam, hogy a Hyn hidrogenáz hidrogéntermelése kizárólag elemi 
kén és tioszulfát jelenlétében valósul meg. 
 A HyŶ hidrogeŶáz hidrogéŶterŵelése féŶyfüggő. 
 A két hidrogéŶterŵelést serkeŶtő útvoŶal közül úgy tűŶik, hogy - a Hyn esetén 
- a tioszulfát asszimiláció a jobb elektrondonor.  
 A Hyn hidrogenáz hidrogéntermelésében nincs domináns szerepe a kinon 
raktárba elektronokat juttató szulfid asszimilációnak és szulfit oxidációnak. 
 NeŵĐsak az eleŵi kéŶ képes a HyŶ függő hidrogéŶfelvétel gyorsítására, hanem 
a nitrát is, ez alapján a Hyn nem közvetlenül a kénanyagcseréhez, hanem a 
membrán elektron transzportlánchoz kapcsolódik.  
 A Hyn- és hidrogéŶfüggő kéŶhidrogéŶ termelés terbutriŶŶal törtéŶő gátlása 
alapján, a Hyn hidrogenáz a fotoszintetikus elektrontranszport lánccal 
kétirányú kapcsolatban van.   
 A fotoszintetikus elektron transzportlánc által előállított protoŶgrádieŶsŶek 
szerepe van a Hyn hidrogenáz hidrogéntermelésében.  
 Leolvasási keret elrontása nélküli mutagenezissel elkészítettem a Hyn Isp2 
alegységét nem tartalmazó törzset.  
 Isp2 hiáŶyáďaŶ ŵegszűŶt a Hyn hidrogenáz hidrogéntermelése és a 
hidrogéŶfüggő kéŶhidrogéŶ terŵelés egyaráŶt, tehát az IspϮ része a Hyn és 
membrán redox rendszer közti elektron transzportláncának.  
 
 A Hox1 hidrogenáz hidrogéntermelése fotoszintetikus körülmények között 
elemi kén oxidációjához illetve a kinonokat redukáló szulfitoxidációhoz 
kapcsoltan egyaránt végbe megy.  
 A Hox1 hidrogenáz kinonraktárhoz való kapcsoltságát alátámasztja, hogy a 
Hox1 hidrogéntermelése és a kénhidrogén termelés kompetitív folyamatok.  
 A Hox1 feladata a membrán redox rendszer túlredukciója elleni védelem lehet.  
  
Az eredményeim alapján felállított, a Hyn és Hox1 hidrogenázok elektrontranszport 
kapcsolatait leíró modell: 
A kénoxidáció és tioszulfát asszimiláció során felszabaduló elektronok a 
periplazmatikus citokróm molekulákon keresztül fényenergia segítségével jutnak a 
fotoszintetikus elektrontranszport láncba. Az elektronok a Qb helyről kilépve egy ŵáig 
ismeretlen redox molekulát redukálnak. Ez a redox aktív molekula juttatja az 
elektronokat a Hyn Isp2 alegységére. Innen az elektronok a hidrogenáz katalitikus 
alegységre kerülnek, ahol a protonokkal rekombinálódva hidrogén képződik. Ezen 
folyamat részben protongrádienst igényel. Hidrogénfelvétel esetén az Isp2 
alegységen keresztül redukálódik az elektronhordozó molekula, ami továbbadja az 
elektront a fotoszintetikus reakciócentrum Qb helyére. Innen az elektron a kinon 
raktárba kerül, ahonnan az kénredukcióra vagy nitrátredukcióra fordítódhat.  
Ezzel szemben a Hox1 hidrogenáz megvilágítás alatt a tioszulfát asszimilációból, és a 
szulfit oxidációból is kaphat elektronokat a kinon raktáron keresztül. Szerepe pedig a 
membránredox rendszer túlredukciója, és túlzott kénhidrogén termelés elleni 
védelem lehet. 
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